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序論 
 
麻痺性貝毒の代表的な化合物であるSaxitoxin (STX, 1, Figure 1-A)とその様々な類縁体は、
電位依存性ナトリウムチャネルを阻害する強力な神経毒である[1–4]。淡水産藍藻[5–10]、海産渦
鞭毛藻[11–13] (Figure 1-B)により生産されることが知られている。特に、有毒の渦鞭毛藻が発生
すると、食物連鎖により二枚貝が毒化し、人が接触することで死亡率の高い食中毒を引き起こ
す。分子内に二つのグアニジノ基と5,6,5員環からなる三環構造を有し、炭素原子よりもヘテロ
原子が多いという特徴を持つことや強力な生理活性から、多くのグループの全合成研究のタ
ーゲット化合物となってきた[14–24]。同時に、生産生物における生合成経路の解明を目指した
研究も行われている。 原核生物であり淡水で発生する藍藻と、真核生物であり海洋に生息す
る渦鞭毛藻という、生物種も生息環境も異なる生物により、同じ化合物群が生産される点も興
味深い[25]。 
Shimizuらは、渦鞭毛藻 Gonyaulax tamarensis (Alexandrium tamarense) と藍藻 
Aphanizomenon flos-aquaeを用いた、安定同位体ラベル体の取り込み実験を行った[26–29]。生
成したSTX (1)や類縁体のNMR解析から、酢酸、Arginine (2)、S-adenosylmethionine (SAM)が
STX骨格構造に必須であることを明らかにし、初めて生合成経路を提唱した(Figure 2) [26–29]。
さらに、Kellmannらは、藍藻Cylindrospermopsis raciborskii T3のゲノム中からSTX生合成遺伝
子クラスターを見出し、Shimizuらとは異なる生合成経路を提唱した(Figure 3)[30]。生合成遺
伝子は、他の藍藻(Anabaena circinalis[31], Lyngbya wollei[32])にも相同遺伝子が存在することや、
渦鞭毛藻(Alexandrium fundyense, A. minutum, A. catenella, Gymnodinium catenatum)[33–35]におい
ても一部の遺伝子が存在することが明らかになった。しかし、これまでの研究では生合成
中間体の構造を化学的に証明することはされていない。また、遺伝子工学の発展から、放
線菌や糸状菌における二次代謝産物の生合成研究は特徴的な酵素をコードする遺伝子を指
標とした生合成領域の同定が行われている。さらに得られた配列情報から遺伝子破壊や異
種発現によって、機能解析を行うアプローチが盛んであるが、藍藻や渦鞭毛藻ではほとん
ど行われていない。特に渦鞭毛藻では生合成遺伝子がクラスターを形成していないことが
推定され、遺伝子工学を用いた解明は困難だと考えられた。そこで、本研究では、LC-MS
を用いて生合成中間体を化合物単位で同定することで、藍藻及び渦鞭毛藻における麻痺性
貝毒生合成経路の詳細な解明を試みた。 
第一章では、先行研究を元に、生合成の初期中間体を予測し、LC-MSで同定を行った。ま
ず、予想した中間体の化学合成を行い、LC-MSの標品の調製を行った。また、Pd/Cを用いた
環化反応を見出し、三環性の化合物の合成も行った。Arginine (2)と3種の推定生合成中間体
が藍藻Anabaena circinalis (TA04)[36]、渦鞭毛藻Alexandrium tamarense (Axat-2)[37–39]の細胞
内に存在することを明らかにした。 
第二章では、第一章で同定した推定中間体が、麻痺性貝毒の真の生合成前駆体であるの
か、代謝排出されてしまうシャントな化合物なのか明らかにするために、安定同位体を用いた
取り込みを行った。3種のうち、2種が麻痺性貝毒の生合成の前駆体であるとともに、1種がシャ
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ント化合物であることが示唆された。今回見つかったシャント化合物の存在から、麻痺性貝毒
生合成経路には、シャント経路も存在することが初めて明らかになった。 
第三章では、取り込み実験の結果から、LC-MSを用い、安定同位体を指標とした新規生合
成中間体の探索を行った。そして、生合成中間体を予想し、化学合成を行い、2種の生合成
中期の化合物を生産生物中から同定した。これらの同定した生合成中間体を元に、新たに生
合成経路を提唱した。 
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Figure 1. Structures of STX and its analogs (PSTs)
[1,2]
 (A) 
and causative microorganisms of PSTs (B). 
 
 
Figure 2. The putative STX biosynthetic pathway proposed by Shimizu et al.
[26–29]
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Figure 3. The putative biosynthetic pathway proposed by Kellmann and Neilan et al.
[30]
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第一章 麻痺性貝毒生合成初期中間体の合成及び同定 
 先行研究から、Arginine (2)を出発物質として生合成されていると考えられた。また、生合成
中間体は、最終生成物である PSTs とは異なり、極僅かにしか存在しないと考えられた。そのた
め、中間体の単離による構造決定は困難であると思われた。そこで我々は LC-MS を用いた、
麻痺性貝毒生合成経路の解明を試みた。まず、Shimizuら[26–29]とKellmannら[30]が推定した経
路を検証するために、LC-MS を用いて、藍藻 Anabaena circinalis (TA04)、渦鞭毛藻
Alexandrium tamarense (Axat-2)の抽出物にそれぞれが推定した生合成中間体が存在するの
か、予想された分子式より EIC (Extracted Ion Chromatogram)でスクリーニングした。その結果、
Kellmann らが推定した Int-A’ (10)、Int-C’ (12)と精密質量が一致するピークが見られたため、
Kellmann らの経路を参考にし、実験を進めた。 
  
1-1 予想生合成中間体 In-A’ (10)及び Int-C’2 (20)の合成 
 L-Ornithine (17)を出発原料とし、CuCO3 と加熱処理することで、Cu
2+と二分子の Ornithine 
(17)のカルボニルと α-アミノ基の間で錯体を形成する形で、α-アミノ基を保護した[40]。その後、
末端のアミノ基に対し、アミジノ化を行うことで、選択的にグアニジノ基を導入した。さらにエチ
ル化など行い脱保護し目的の Int-A’ (10)を得た(Scheme 1)。同様に、Int-B’ (11)を合成するた
め、L-Ornithine (17)から二つのアミノ基をグアニジノ基とした後、TFA で脱保護を行った。しか
し、Int-B’ (11)は得られず、脱水環化が進行し、さらに Int-C’ (12)から異性化が生じたと考えら
れる、アミノイミダゾール Int-C’2 (20)が得られた(Scheme 1)[41]。 
 
1-2 副生成物 Cyclic-C’ (22)の合成 
 Int-B’ (11)が得られなかったのは、アミノ基の保護に Boc を用いていたため脱保護に酸性条
件が必要になったことが原因である可能性があったため、中性条件下で脱保護可能な Cbz基
に変更し、再度 Int-B’ (11)の合成を試みた(Scheme 2)。得られたエチルケトン 21を Pd/C存在
下、接触還元を行ったが、Int-B’ (11)や Int-C’ (12)は得られず Int-C’2 (20)と三環性の副生成
物が生じた[41]。三環性の副生成物の構造を明らかにするために、Int-C’2 (20)からの誘導化を
試みた。1-1で単一化合物として得られた Int-C’2 (20)に対し、アンモニア、Pd/C存在下、空気
中で撹拌することで、定量的に変換されることを見出し、NMR より 5,5,5 員環構造であることを
明らかにし、Cyclic-C’ (23)とした(Scheme 2)[42,43]。 
 
1-3 推定中間体の麻痺性貝毒生産生物からの同定と生合成経路の推定 
 Arginine (2)と合成した In-A’ (10)、Int-C’2 (20)が麻痺性貝毒生産生物である藍藻 A. 
circinalis (TA04)、渦鞭毛藻 A. tamarense (Axat-2)に存在するのか、LC-MSを用いて分析を
行った。各化合物は、高極性化合物であり、通常の逆相系のカラムでは十分に保持されない
と考えられたため、HILIC (Hydrophilic interaction liquid chromatography)-UPLC (Ultra 
Performance LC)-Q-TOF-MSを用いた。Anabaena circinalis (TA04)、Alexandrium tamarense 
(Axat-2)の細胞は、濾過または遠心分離で集め、0.5 M AcOHで抽出を行った。抽出物と合成
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標品を分析し、保持時間及び MS/MS フラグメントパターンを比較することで、Int-A’ (10)、
Int-C’2 (20)が有毒株に存在することが明らかになった(Figure 4)[41,44]。 
 さらに、当初合成副生成物として得られた Cyclic-C’ (23)も、生物中に存在することが分かっ
た(Figure 5)[42]。これら、推定中間体を化学的に明らかにした報告はこれまでなされていない。
同定した化合物をもとに生合成経路を新たに推定した(Figure 6)。Arginine (2)を出発物質とし、
Int-A’ (10)へ変換される過程は、Kellmann らが提唱する経路と一致している。Kellmann らは、
アミジノトランスフェラーゼにより、α-アミノ基がアミジノ化され、Int-B’ (11)が生成し、酵素により
脱水環化が進行すると考えていた。しかし、合成によって Int-B’ (11)は得られず、実際には
Int-B’ (11)の脱水環化が速やかに進行し、Int-C’ (12)ではなく異性化した Int-C’2 (20)が得られ
た。つまり、化合物の安定性から非酵素的に生合成されていると考えられた。また、Cyclic-C’ 
(23)は STX (1)と似た骨格を有し、ワーグナー・メーヤワイン転位様の転移反応が進行すれば
STX骨格の 5,6,5員環構造が形成される。 
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Scheme 1. Synthesis of Int-A’ and Int-C’2[41]. 
 
 
Scheme 2. Synthesis of Int-C’2 (20) and conversion from Int-C’2 (20) to Cyclic-C’ (23)[42]. 
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Figure 4. The LC-MS chromatograms of authentic standard and the extracts of A. circinalis 
(TA04) and A. tamarense (Axat-2) for In-A’ (10), Int-C’2 (20) and Cyclic-C’ (23). 
 
 
Figure 5. The LC-MS chromatograms and MS/MS spectra of authentic Cyclic-C’ (23) and the 
extracts of A. circinalis (TA04) and A. tamarense (Axat-2). 
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Figure 6. The firstly proposed biosynthetic pathway toward STX in this study. 
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第二章 推定中間体の安定同位体標識体の合成及び取り込み実験 
 第一章で同定した推定中間体が、実際に麻痺性貝毒の生合成前駆体であるのか、我々の
推定経路が正しいのか明らかにするために、安定同位体を用いた取り込み実験を行った。
Shimizu らが行ったように、安定同位体標識体を藍藻の培地に添加し、最終生成物である麻
痺性貝毒に取り込まれるのか否かで、生合成前駆体であるか判断できると考えた。 
 
2-1 安定同位体標識化した中間体の合成 
 安定同位体には 15Nを用いた。出発原料に[2,5-15N2]L-ornithine (17’)を用い、1-1, 1-2と同様
の方法で、標識体 [2,6-15N2]Arginine (2’)、[2,6-
15
N2]Int-A’ (10’)、[2,7-
15
N2]Int-C’2 (20’)、
[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (23’)を合成した(Scheme 3)
[45]。特に Arginine (2)は、アミジノトランスフェラ
ーゼの基質にもなることが考えられるため、アミジノ部位に標識が入ったものは不適当であり市
販品ではなく、2, 6位が特異的に標識化されたものを合成した。 
 
2-2 取り込み実験 
 渦鞭毛藻 A. tamarense (Axat-2)では、外部から投与した化合物が一度分解された後に再度
取り込まれてしまう可能性があったので、藍藻 A. circinalis (TA04)を用いて実験を行った。予
備培養した TA04 に対し、最終濃度 5 μM になるように  [2,6-15N2]Int-A’ (10’) 、 
[2,7-
15
N2]Int-C’2 (20’)、[3,9-
15
N2]Cyclic-C’ (23’)をそれぞれ添加し、培養を行った。7日後、16
日後に収穫し、LC-MSを用いて分析し、アイソトープパターンを比較することで、ラベル化を評
価した(Figure 8)。[2,6-15N2]Int-A’ (10’)添加の 7日後のサンプルでは、Int-C’2 (20)と Cyclic-C’ 
(23)のアイソトープパターンは、それぞれ 2Da増加した m/z 213, m/z 211が見られ、15N2ラベル
化された Int-C’2 (20’)、Cyclic-C’ (23’)が生成したことを示した(Figure 7)[45]。この結果は、Int-A’ 
(10)が Int-C’2 (20)、Cyclic-C’ (23)の前駆体であることを示唆した。同様に Int-C’2 (20)が
Cyclic-C’ (23)の前駆体であることも示唆された。[2,6-15N2]Arginine (2’)は、麻痺性貝毒の生
合成以外にも使われるため、取り込み実験には適さなかった。また、TA04 が生産する麻痺性
貝毒のうち主要な成分である C2 (29)に着目し、アイソトープパターンを比較した。しかし、
16 日後のサンプルにおけるアイソトープパターンの変化は、僅かであったため、安定同位体
標識体の添加を繰り返し行い、培養期間も長くして、再度実験を行った。 
 [2,7-15N2]Int-C’2 (20’)を繰り返し添加したところ、培養期間が長くなるに従い、C2 (29)のラベ
ル化率が増加していく様子が観測された(Figure 8)。一方、[3,9-15N2]Cyclic-C’ (23’)では、31
日後においてもアイソトープパターンの変化は観測されなかった。この結果は Int-C’2 (20)が
麻痺性貝毒 C2 (29)の生合成前駆体であること、Cyclic-C’ (23)が前駆体ではないことを示唆し
た(Figure 9)[45]。 
 
2-3 生合成経路とシャント経路の考察 
 取り込み実験の結果から Arginine (2)から変換された Int-A’ (10)が Int-C’2 (20)、Cyclic-C’ 
(23)へ変換されていることが示唆された。さらに、Int-A’ (10)と Int-C’2 (20)は、生合成中間体で
305
11 
 
あることが示された一方で、Cyclic-C’ (23)からは C2 (29)へ変換されていないことも示された。
また、TA04の培養液の経時変化を観察すると、Cyclic-C’ (23)は細胞外に排出されることがわ
かった。これらの結果を元に、Cyclic-C’ (23)はシャント化合物であると考え、生合成経路を改
訂した(Figure 9)[45]。Int-C’2 (20)からは麻痺性貝毒へ変換されていく経路の他に、シャント経
路が存在し、麻痺性貝毒の生産量の調整に関連しているのではないかと推定している。 
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Scheme 3. Synthesis of 
15
N-labeled Arginine (2’), Int-A’ (10’), Int-C’2 (20’) and Cyclic-C’ 
(23’)[45]. 
 
 
Figure 7. Isotopic patterns of Int-C’2 (20) and Cyclic-C’ (23) in the cell extracts of control and 
15
N-labeled Int-A’ (10’) or Int-C’2 (20’) added samples. 
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Figure 8. Labeled ratios of C2 (29) in culturing with 
15
N2-Int-C’2 (20’) or 
15
N2-Cyclic-C’ (23’)(A), 
and the structure of C2 (29)(B). 
 
 
Figure 9. The biosynthetic pathway and shunt pathway based on incorporation experiments
[45]
. 
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第三章 麻痺性貝毒生合成中期中間体の探索及び同定 
 Cyclic-C’が生合成前駆体ではなかったため、我々が当初考えていた転移反応による 5,6,5
員環構築というメカニズムでは、麻痺性貝毒は生合成されていない。そのため、Int-C’2 か
ら変換、生成する生合成中間体の同定が重要だと考えた(Figure 9)。そこで、取り込み実験
の結果を利用し、安定同位体を指標とした新規生合成中間体の探索及び同定を試みた。 
 
3-1安定同位体を指標にした新規生合成中間体の探索 
  2-2で用いた、[2,7-15N2]Int-C’2 (20’)を添加、7日後に収穫したサンプルと何も添加していな
いControlを LC-MSで分析し、陽イオンを網羅的に比較した。検出された陽イオンのうちで、
精密質量より分子内に 15N を二つ有しているものを探索した。その結果、C9H19N4
15
N2O 
([M+H]
+
)、C9H17N4
15
N2O ([M+H]
+
)の候補化合物が示唆された。この化合物をそれぞれ、Int-C’2 
(20)の酸化物と、Kellmann ら[30]も予想した Int-E’ (7)であると考えた。 
 
3-2 11-hydroxy-Int-C’2 (32)の合成及び同定 
 Int-C’2 (20)の酸化物が想定されたため、Int-C’2 (20)の 11位または 12位がヒドロキシ化さ
れたものであると考え、それぞれを化学合成した(Scheme 4)。生産生物の抽出物と合成標品
の比較を行った結果、11-hydroxy-Int-C’2 (32)の標品と保持時間、MS/MSフラグメントパター
ンが一致した(Figure 10-A)。また、11-hydroxy-Int-C’2 (32)のヒドロキシ基は容易に脱離するこ
とが分かり、この反応性は生合成上でも重要だと考えた。 
 
3-3 Int-E’(16)の合成及び同定 
 11-hydroxy-Int-C’2 (32)とともに、存在の可能性が推定されたため、Int-E’ (16)を合成した 
(Scheme 5)。東京農工大学大学院工学府 長澤和夫教授から提供して頂いた、光学活性な
合成中間体 (39)[20]から、12位のヒドロキシ基を除去し、TFA脱保護することで Int-E’ (16)を得
た。生物中には同じ分子量を持つ複数の化合物が存在していたが、そのうち一つのピークが
合成した Int-E’ (16)と同一の保持時間を示し、MS/MS フラグメントパターンも一致した(Figure 
10-B)。保持時間が異なる複数のピークは、精密質量より分子内に N原子を 6つ有するので、
麻痺性貝毒関連化合物であることが考えられ、今後の研究対象である。 
 
3-4 生合成経路の推定 
 Int-C’2 (20)から生成する化合物として、2種を同定した。11-hydroxy-Int-C’2 (32)は、環化メ
カニズムを考察する上で、重要な化合物である。アミノイミダゾールの α 位[46]という脱離しやす
い位置が酸化された 11-hydroxy-Int-C’2 (32)は、一度ヒドロキシ基が脱離する(Figure 11, 19)。
さらに、酵素により適切な位置に誘導されたグアニジンの窒素が求核付加することで、二環性
の 9 員環が形成(Figure 11, 43)された後、さらに C-N 結合が形成されることで特徴的な 5,6,5
員環の三環が構築されていると考えた(Figure 11, 28)。13位が酸化し、Int-E’ (16)が生成する。
その後の修飾を経て、STX (1)やその類縁体が生産されていると推定した。  
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Scheme 4. Synthesis of 11-hydroxy-IntC’2 (32) and 12-hydroxy-Int-C’2 (36). 
 
 
Figure 10. The LC-MS chromatograms of authentic standard and the extracts of A. circinalis 
(TA04) and A. tamarense (Axat-2) for 11-hydroxy-IntC’2 (32) and 12-hydroxy-Int-C’2 (36)(A), 
and Int-E’ (16)(B). Liquid chromatography was performed on ACQUITY UPLC BEH amide 
column (A), or SeQuant ZIC-HILIC column with three guard cartridge columns, Develosil 
C8-UG, TSKgel guardgel Amide-80 and SeQuant ZIC-HILIC Guard (B). 
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Scheme 5. Synthesis of Int-E’ (16). 
 
 
Figure 11. The biosynthetic pathway and shunt pathway of PSTs proposed in this study. 
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総括 
本論文では、生合成中間体を化合物単位で同定することで、藍藻、渦鞭毛藻における麻痺
性貝毒の生合成経路の解明を目指した。 
第一章では、先行研究を元に、生合成中間体の構造を推定し、Int-A’ (10)と Int-C’2 (20)を
化学合成した。さらに、Int-C’2 (20)から Pd/C 存在下での環化反応を見出し、三環性化合物
Cyclic-C’ (23)を得た。Arginine (2)と共に、3 種の中間体候補化合物が、麻痺性貝毒生産生
物である藍藻 Anabaena circinalis (TA04)、渦鞭毛藻 Alexandrium tamarense (Axat-2)に共通
して存在することが明らかになった。そこで、Arginine (2)から Int-A’ (10)、Int-C’2 (20)を経て、
Cyclic-C’ (23)が生成し、ワーグナー・メーヤワイン転位様の転移反応により STX骨格が形成さ
れる生合成経路を推定した。 
さらに、第二章ではこれら化合物の安定同位体標識体を合成し、生物中での変換の様子を
LC-MSを用いて、分析した。その結果、Int-A’ (10)及び Int-C’2 (20)が麻痺性貝毒の前駆体で
あることと、予想に反して Cyclic-C’ (23)がシャント化合物であることが明らかになった。生合成
経路には、生産量の調整を担うシャント経路も存在することを考察した。 
第三章では、安定同位体を指標とした新規生合成中間体の探索を行い、精密質量よりその
化学構造を推定した。候補化合物を化学合成し、生物中のピークと比較することで、
11-hydroxy-Int-C’2 (32)、Int-E’ (6)を同定し、Shimizu らや Kellmann らとは、異なる生合成経
路を提唱した。 
我々のアプローチは、生合成中間体の構造を明らかに出来るだけでなく、その化合物の安
定性、反応性の知見が得られる点で有利であった。当初予想された Int-B’ (11)は、酵素が関
与しない自発的な脱水環化反応が進行し Int-C’2 (20)が生成することや 11-hydroxy-Int-C’2 
(32)の 11位ヒドロキシ基の脱離が容易に進行することは、実際に化合物を合成したために明ら
かになった。また、渦鞭毛藻のように、生合成遺伝子がクラスターを形成しない生物において
も、適応可能な手法であった。今後も、生合成中間体の同定を進めるとともに、変換酵素の探
索を行うことで、我々の提唱する経路を証明する必要がある。 
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